CARTAS AL DIRECTOR

Evaluacion preliminar de un
inmunoensayo optico en la deteccion
del virus influenza A en aspirados
nasofaringeos

Sr. Director. La gripe es una
infeccién causada por los virus
influenza A y B (IA e IB) que se pre-
senta como brotes epidémicos en los
meses invernales. Este hecho epide-
miolégico favorece el diagnéstico cli-
nico de esta infeccion. Sin embargo es
preciso realizar un diagnéstico etiolo-
gico de seguridad al inicio de una
nueva temporada epidémica, asi como
a lo largo de la misma para establecer
la prevalencia y apariciéon de nuevas
cepas o subtipos no incluidos en las
vacunas recomendadas. Asi mismo la
aparicion de los inhibidores de la neu-
raminidasa requieren de un diagnos-
tico rapido y especifico de la infeccién
gripall?.

La técnica de referencia para el
diagnostico de seguridad de la gripe es
el aislamiento virico; éste puede reali-
zarse por inoculacién en huevos
embrionados o mediante cultivo celu-
lar (convencional o tipo shellvial)®*.
Estas técnicas presentan sin embargo
un importante inconveniente y es su
lentitud y laboriosidad, precisando
entre dos y siete dias para la obten-
cion del resultado final. Debido a ello
se han desarrollado técnicas rapidas
basadas en la deteccién de antigenos o
actividades fisiolégicas viricas. La
inmunofluorescencia es una técnica de
elevada sensibilidad y especificidad
pero precisa de un nimero minimo de
células en la muestra®®. Los sistemas
de enzimoinmunoensayo (ELISA) han
aportado una elevada sensibilidad,
especificidad, rapidez diagnéstica y
sencillez técnica. La mayoria de ellos
se realizan sobre un soporte sélido
(membrana) y se basan en una reac-
cién enzimaética®*®.

El objetivo de este estudio es reali-
zar una evaluacién preliminar de un
nuevo inmunoensayo 6ptico (I0) en la
deteccion del virus IA en aspirados
nasofaringeos de pacientes pediatricos
(edad inferior a dos afios).

El estudio se ha realizado con 30
muestras (aspirados nasofaringeos)
consideradas previamente como posi-
tivas para el virus IA (por cultivo celu-
lar Shell-vial en la linea MDCK) y
conservadas a -70°C. Con estas mues-
tras se ha comparado la eficacia del
sistema de I0 (FluOIA, BioStar Inc.)
frente al sistema ELISA rutinario tipo
dot-blot (Directigen FluA, Becton &
Dickinson) en la deteccion del virus
IA, asi como, de nuevo, frente al culti-
vo celular (shell-vial MDCK) conside-
rado como técnica de referencia.

El sistema IO se basa en la extrac-
cion previa del antigeno virico (nucleo-
proteina) y posterior fijacién a un
soporte sélido de silicona. La adiciéon
del anticuerpo frente a este antigeno
determina la formaciéon de inmuno-
complejos que determinan un cambio
en la densidad 6ptica de la superficie
del soporte, de modo que el cambio de
grosor de la misma modifica el indice
de refraccién y la observacion visual de
un cambio de color (pturpura). En todo
momento se han seguido estrictamen-
te las instrucciones del fabricante
tanto en la realizacién del sistema de
IO como del ELISA dot-blot.

De las 30 muestras, de nuevo posi-
tivas por el cultivo celular, el sistema
ELISA dot-blot ha detectado como
tales 26 (86,6%) frente a las 11
(36,6%) detectadas por el sistema
de IO (p<0,05). Al comparar el sistema de
IO con el ELISA dot-blot se ha obteni-
do para el IO una sensibilidad del
34,6%, especificidad del 50%, valor pre-
dictivo positivo del 81,8% y valor
predictivo negativo del 10,5%. En 17
muestras de ELISA dot-blot fue posi-
tivo y el sistema de IO negativo; y en
s6lo dos muestras el ELISA dot-blot
fue negativo y el sistema de IO positi-
vo. En dos muestras ambas técnicas
fueron negativas a pesar del cultivo
repetido positivo de las mismas.

El sistema de IO ha mostrado una
sensibilidad excesivamente baja
(36,6%) como para utilizarlo de una
forma rutinaria, al menos por lo com-
probado en este estudio preliminar.
En el estudio de Covalciuc et al” se
comunica para el sistema de IO una
sensibilidad media del 80% que oscila
entre el 62% y el 88% dependiendo del
tipo de muestra. En el caso de los aspi-
radores nasofaringeos la sensibilidad
y especificidad fue el 83% y 76% res-
pectivamente. Por otro lado, en el
reciente estudio de Hindiyeh et al® la
sensibilidad media del método de 10
fue del 52%, descendiendo al 25% en
los frotis faringeos, resultado incluso
peor que el obtenido en nuestro estu-
dio. Parece evidente la distinta efica-
cia del sistema de IO en funcién del
tipo de muestra y el modo de conser-
vacién y transporte de las mismas. Es
posible que la congelacion previa de
las muestras pueda haber interferido
en el proceso de extraccion antigénica,
aunque se ha comparado con otro sis-
tema ELISA que también extrae el
mismo antigeno virico (nucleoprotei-
na). También, y segin la empresa res-
ponsable del sistema de 10, el empleo
de escobillones de alginato de calcio o de
algodén pueden interferir en el resul-
tado final.

El sistema de IO presentaba una
gran ventaja sobre el sistema ELISA

dot-blot utilizado por nosotros (sélo
detecta el virus influenza A) y es la
capacidad para detectar simultdnea-
mente los virus influenza A y B, aun-
que da un resultado tnico no distin-
guiendo entre ellos. Recientemente se
ha comercializado un ELISA dot-blot
de la misma empresa (Directigen Flu
A+B) con capacidad para detectar y
diferenciar ambos virus gripales. Por
otro lado el sistema de IO precisa de
un mayor tiempo total en la realiza-
ciéon de las pruebas, presentando dos
periodos de incubacién de seis minu-
tos y un tiempo total recomendado de
quince minutos por muestra (frente a
los cinco minutos del ELISA dot-blot ).
Asi mismo la lectura ha sido en algu-
nas ocasiones dificultosa dado que
depende de la incidencia de la luz
sobre la superficie de reaccion.

En resumen en este estudio preli-
minar realizado sobre aspirados naso-
faringeos previamente positivos y
mantenidos congelados, el sistema de
10 no ha mostrado una eficacia sufi-
ciente para ser recomendado como de
utilizacién rutinaria, sin embargo
seria necesario realizar estudios més
amplios y sobre muestras frescas para
poder establecer una conclusién defi-
nitiva.
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